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Abstract
　　　The　present　study　demonstrated　that　oral　administration　of　an　intestinal　bacterial　metabolite（M1）
of　protopanaxadio1－type　saponin　significantly　inhibited　the　tumor　growth　at　the　implantation　site　after
intrapulmonary　implantation　of　Lewis　lung　carcinoma（LLC）cells，and　suppressed　the　metastasis　to
mediastinal　lymph　nodes．We　also　investigated　the　inhibitory　mechanism　of　Ml　on　the　growth　of　LLC
cells．MI　inhibitedtheproliferationofLLCcellsinaconcentration－dependentmanner，withcharacteris－
tic　morphological　changes　at　the　concentration　of30μM．Treatment　of　LLC　cells　with　MI　resulted　in
marked　elevation　of　the　caspase－3activity，peaking　at2h，and　a　subsequent　time－dependent　induction
of　apoptosis　during　the　period　from3to24h，as　evidencedby　DNA　fragmentation　analysis．Since　M1－
induced　growth　inhibition　of　LLC　cells　was　completely　abrogated　by　the　pretreatment　with　a　specific
inhibitor　of　caspase－3，Z－DEVD－FMK，MI　fmctions　via　the　activation　of　caspase－3in　the　process　of
apoptosis　in　LLC　cells．Thus，the　anti－proliferative　activity　ofMl　against　LLC　cells　is　primarily　dueto
the　induction　of　apoptosis　via　promotion　of　caspase－3activity，and　this　induction　may　lead　to　the　anti－
tUmOr　aCt1Vlty　Zn∂Z∂0．
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Introduction
　　　Ginseng（the　root　of．P襯砿gins6ng　C．A．MEYER，
Araliaceae）has　been　used　in　traditional　medicine　in
China，Korea，Japan　and　other　Asian　countries　for　the
treatment　of　various　diseases，including　psychiatric
and　neurologic　diseases　as　weH　as　diabetes　mellitus．
So　far，ginseng　saponins　（ginsenosides）　have　been
regarded　as　the　principal　components　responsible　for
the　pharmacological　activities　of　ginseng．Gin－
senosides　are　glycosides　containing　　an　　aglycone
（protopanaxadiol　or　protopanaxatrio1）with　a　dam－
marane　skeleton　and　have　been　shown　to　possess
various　biological　activities，including　the　enhance－
ment　of　cholesterol　biosynthesis，stimulation　of　serum
protein　synthesis，immunomodulatory　effects，anti－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1・一10）inflammatory　activity　and　antitumor　effects．
　　　　Previously，it　was　reported　that　after　oral　admin－
istration，protopanaxadio1－type　ginsenosides　such　as
Rb1，Rb2an 　Rc　are　metabolizedby　intestinal　bacteria
to　their　deriva ive20－0一β一一D－glucopyranosy1－20（S）一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　protopanaxad o1，which　is　referred　to　as　MI　or
　　　　　　　　　　　　　っ　　　compound　K，　as　shown　in　Fig．1．When　Rbl　was
administered　orally，Ml　wasfoundinthesemmfor24
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のh，but　Rbl　was　not　detectable．　Our　previous　phar・
macokinetic　and　antimetastatic　studies　demonstrated
that expression　of　the　in∂i∂o　antimetastatic　effect　of
the　pro op naxadio1－type　ginsenosides　was　primarily
based　on　the　metabolite　MI　resulting　from　the　oral
　　　　　　　　　　　　14．15）adm istration．　We　also　foundthat　Ml　causedthe
cell　cycle arrest　at　GI　phase　of　tumor　cells　partly
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through　the　up／down－regulation　of　cell　cycle－related
molecules　such　as　cyclin　D　and　cyclin－dependent
kinase（CDK）inhibitors，and　consequently　induced
　　　　　　　　　　　apoptosls．　However，the　mechanism　of　M1－induced
apoptosis　is　not　fully　understood　yet．
　　　In　the　present　study，we　investigated　the　effect　of
oral　administration　ofMI　ontumorgrowthandlymph
node　metastasis　in　the　orthotopic　implantation　model
using　murine　Lewis　lung　carcinoma（LLC）cells　as
　　　　　　　　　　　　　　　　のdescribed　previously．We　also　examinedwhether　or
not　Ml　can　induce　apoptosis　in　LLC　cells，and　the
mechanism　of　its　action．
Materials　and　Methods
　　　Ch召吻6儒：Ml　was　prepared　from　fermentation
of　protopanaxadio1－type　ginsenosides　by　human　intes一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　つ　　　　　　　　　　tinal　bacteria　as　described．　　　For　zn∂zケo　experi－
ments，MI　was　dissolved　in　dimethyl　sulfoxide　at　a
concentration　of100mM　as　a　stock　solution，and　kept
at－20。C　until　use．The　chemical　structures　of
protopanaxadiol　glycosides　and　their　metabolic　com－
pound　MI　are　shown　in　Figure1．
　　　C6111枷：Murine　Lewis　lung　carcinoma（LLC）
cells　were　maintained　as　monolayer　cultures　in　Du1－
becco’s　modified　MEM（DMEM）supplemented　with
10％fetal　bovine　serum（FBS）and　L－glutamine（M．
A．Bioproducts，Walkersville，MD，USA）in　a
humidified　atmosphere　of5％CO2at370C．
　　　〃’io6：Specific　pathogenイree　female　C57BL／6
mice（5－6weeks　old）were　purchased　from　Japan　SLC
Inc．（Hamamatsu，Japan）．They　were　maintained　in
the　Laboratory　for　Animal　Experiments，Institute　of
Nat ral　Medicin ，Toyama　Medical　andPharmaceuti－
cal University，un er　laminar　air－flow　conditions．
This　study　was　conducted　in　accordance　with　the
standards　 s ablished　by　the　Guideline　for　the　Care
and　Use　 f　Laboratory　Animals　of　Toyama　Medical
and　Pharmaceutica 　University．
　　　1n！耀）％1アno盟鍔加伽n嬬onげLLCαn46∂α1％α一
！ionρ！αn∫iイ卿no7α61♂∂勿：Orthotopic　implantation
of　LLC　cells　in o　the　lung　was　performed　as　described
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のpreviously　with　some　modifications．　Briefly，the　left
chests　of　anesthetized　mice　were　incised（approxi－
mately5mm　in　length）and20一μ1aliquots　of　LLC
cell　suspension（2×103cells）admixed　with20μg　of
Matrige1⑬（Collaborative　Biomedical　Products，MA）
were　injected　into　the　left　lung　parenchyma　through
the　int rcostal　space（approximately3mm　depth）．
The　skin　incision　was　closed　with　Autoclip⑬（Becton
Dickins 　Co．，USA）．Ml　was　orally　administered
daily　for14days，starting　on　day　l　after　tumor　im－
plantation．The antitumor　effect　was　evaluated　by
measuring　the　volume　of　the　tumor　implanted　orth－
otopically　in　the　lung　and　the　weight　of　the　metastas－
ized　tumor　at　the　mediastinal　lymph　nodes　on　day17
after　the　implantation．The　volume　of　primary　tumors
was　calculated　by　the　following　formula：tumor　vo1－
ume　（mm3）二1／2×（10ng　diameter）×（short　diame－
ter）2．Tumor　growth　was　indicated　as　T／C（％），using
the　following　formula：T／C（％）＝（mean　tumor
growth　in　the　M1－treated　group／mean　tumor　growth
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Fig．1Structure　of　protopanaxadiol　glycosides　and　their　metabolic　compound　M1．
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in　untreated　control　group）×100．
　　　1n　z／i！zo　gzoz〃1hづnhi扉ガon‘zssoッニLLC　cells　（2×
103／wel1）suspended　inDMEM　supplementedwith5％
FBS　were　seeded　into96－well　culture　plates．After　a
24－h　incubation，various　concentrations　of　MI　in5％
FCS－DMEM　were　added　to　the　plates，and　the　cu1・
tures　were　incubated　for　a　further24h．Crystal　violet
staining　was　performed　to　evaluate　the　activity：Cells
were　fixed　by　glutaraldehyde，stained　by　O．5％crystal
violet，and　then　extracted　with30％acetic　acid．The
absorbance　of　ce111ysate　was　colorimetrically　mea－
sured　at590nm．In　other　experiments　using　caspase－3
inhibitor（Z－DEVD－FMK　l　MBL，Nagoya，Japan），
LLC　cells　were　pre－incubated　with　various　concentra－
tions　ofZ－DEVD－FMK　for30min，andthenincubated
with30μM　of　MI　for24h。
　　　0わs67zノ‘z！ion6ゾηzoηウhologi6αl　oh‘zng6s：LLC　cells
（1×105／we11）suspended　inDMEM　supplementedwith
5％　FBS　were　seeded　into　6－well　culture　plates
（Becton　Dickinson，USA）．After　a24－h　incubation，
the　medium　was　replaced　with5％FBS－EMEM
containingM1（40μM），andthecultureswereincubat．
ed　for　a　further24h．Morphological　changes　of　cells
were　photographed　using　phase　contrast　microscopy
（01ympus，Japan〉．
　　 PレM4翻縦！加αn4伽6漉onげ」0醐加97n召吻一
渉ぽon：LLC　cells　（1×106cells）were　collected　by
centrifugation　at1，500rpm　for5min．The　cell　pellet
was　suspended　in600μ10f　cell　lysis　buffer（10mM
Tris－HCI　buff r，pH7．5，10mM　EDTA，and　O．2％
Triton　X－100）and　kept　on　ice　for10min．The　lysate
was　centrifuged　at14，000rpm　for　lO　min　and　the
supematant　coll cted．After　TE－saturated　pheno1
（Wako　Pure　Chemical　Industries，Co．，Ltd．，Japan）
was　 dded　to　the　supematant，the　mixture　was　vor－
texed，and　then　centrifuged　at14，000rpm　for10min．
The　sup matant　was　mixed　with　an　equal　volume　of
CIAA　solution（chloroform：isoamylalcoho1＝24：1）．
DNA　in the　upper　aqueous　phase　was　precipitated　in
3MNaClandcoldethanolbyanovemightincubation
at－20。C．After　drying，DNA　was　dissolved　in　TE
buffer（10mM　Tris－HC1，pH7．5；l　mM　EDTA，pH7．5）
and　incubated　with　lOμg／ml　RNase（Nippon　Gene，
Japan）at37。C　for30min．Following　the　addition　of
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Fig．2Effect　of　oral　administration　of　MI　on　the　growth　of　the　inoculated　tumor　and　lymph　node
　metastasis　after　orthotopic　implantation　of　LLC　cells．LLC　cells（2×103cells／mouse）admixed　with
　Matrigel（20mg）were　orthotopically　implanted　to　the　left　lungs　of　female　C57BL／6mice。The
　intestinal　bacterial　metabolite　ofprotopanaxadio1－typesaponin，M1（5－10mg／kg／day），wasgiven
　orally　for14days．Mice　were　sacrificed　on　day18after　the　implantation，and　the　primary　tumor
　volume（A）and　the　weight　of　metastasis－containing　lymph　nodes（B）were　measured。Each　column
　represents　the　mean±S．D．of7animals．＊，ヵ＜0．05as　compared　with　untreated　control（89±27mm3
　for　primary　tumor；0．27±0．26g　for　Iymph　node　metastasis）by　Student’s　two－tailedたtest．
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10ading　buffer（Nippon　Gene，Japan），fragmented
DNA　was　separated　by2％agarose　gel　electrophor－
esis　at50V　for　l　h，and　visualized　by　staining　with100
ng／ml　ethidium　bromide．The　morphology　of
apoptotic　cells　was　photographed　using　phase　contrast
microscopy（Carl　Zeiss，Co．，Ltd．，Germany）．
　　　C磯）αs6－3召6如勿：LLC　cells（1×106）were　treat－
ed　with30μM　of　Ml　for　the　appropriate　time　periods
and　then　lysed　with　lysis　buffer．After　centrifugation
at14，000rpm　for　l　mill，the　supematant　was　adjusted
to　the　concentration　of100μg　protein／ml　by　using　a
BCA　protein　assay　kit（Pierce　Inc．USA）．Caspase－3
activity　in　the　supematant　was　determined　using　a
caspase－3assay　kit（MBL，Nagoya，Japan）by
spectrophotometrically　measuring　thechromophoreか
nitroanilide（ρ一NA）resulting　from　the　proteolytic
cleavage　of　the　labeled　substrate（DVEDψNA）at
405 m．
　　S如！歪厩08101襯加ゑs：The　statistical　significance　of
differe ces　between　the　groups　was　determined　by
applying　Student’s　two－tailedたtest．
Results
聯o渉　6ゾ　〃1　0n　云h6970z｛瑳h　（ゾ　渉h6　〃zo（7z61‘z渉64　1z6”zo7
‘z7z4　砂〃z1）h　no46　〃z6孟とzs云とzsゑs　467　0πho孟01）づ6　i簿z1）1‘znたz一
ガo げLLCo611s
　　　Wefir tex minedtheeffect　ofMl　onthegrowth
of　the　inoculated　tumor　and　on　lymph　node　metastasis
after　orthotopic　implantation　of　LLC　cells．Oral
administr tion　of　Ml（5mg／kg／day）for14days
si nificantly　inhibited　the　growth　of　LLC　tumors　at
the　im lantation　site　as　compared　with　the　untreated
contro1（Fig．2A）．Also，MI　administrationsuppressed
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Fig。3MHnduced　growth　inhibition　and　apoptosisin　LLCcells．（A）LLCcells（！×104／well）were
　seeded　into　each　well　of96－well　plates，and　incubated　for24h　with　the　indicated　concentrations　of
　M1．Thecytotoxic　activity　wasdeterminedbythecrystalvioletstainingmethod，andtheabsorban－
　ce　of　the　cell　lysate　was　colorimetrically　measured　at590nm．Each　column　represents　the　mean±
　S．D．of3dishes．＊＊＊，ヵ＜0．001as　compared　with　tmtreated　control　by　Studentヲs　two－tailed渉一test．
　（B）Morphological　changes　of　LLC　cells　treated　with　M1．LLC　cells　were　seeded　into　each　well　of
　6－well　plates，and　incubated　for24h　in　the　absence（a）or　presence（b）of40μM　M1．Apoptotic
　bodies　and　chromatin　condensation　were　seen．Magnification：×100．（C〉MHnduced　DNA　frag－
　mentation　in　LLC　cells．LLC　cells（1×106）were　treated　with30μM　MI　for　the　indicated　time
　periods　and　DNA　was　isolated．The　fragmented　DNA　was　electrophoresed　on　a1．5％agarose　gel
　and　detected　by　ethidium　bromide　stainillg．Molecular　weight　markers（1ane1，M）130μM　M1
　（lanes2－7）．
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the　metastasis　to　the　mediastinal　lymph　nodes　in　a
dose－dependent　manner（Fig．2B）．
〃1一初4％664‘ψo伽sゑs歪nLLC6611s
　　　We　next　investigated　whether　or　not　the
metaboliteMl　couldinfluencethegrowthofLLCcells
in∂i加．Fig．3A　shows　that　incubation　with　various
concentrations　of　Ml　for24h　exhibited　the　cytotoxic
activity　against　LLC　cells　in　a　concentration－depen－
dent　manner（in　the　range　from20to40μM）．MI　at
the　concentration　of40μM　caused　dramatic　mor－
phological　changes，with　swollen－round，shrunken　and
multi－blebbing－shaped　LLC　cells　in∂i！70（Fig．3B）．
Since　the　swollen－shaped　morphology　of　tumor　cells
is　considered　to　be　an　apoptotic　character，we　inves－
tigated　whether　or　not　treatment　with　Ml　resulted　in
the　induction　of　apoptosis．As　shown　in　Fig．3C，frag－
mentation　ladders　of　extracted　DNA　were　observed　in
LLC　cells　treatedwith30μM　Ml　in　a　time－dependent
manner．
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　　　Caspase－3is　a　key　enzyme　for　the　induction　of
　　　　　　じ　ユ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　apoptosls．　　　To　assess　whether　actlvatlon　of
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Fig．5Effect　of　a　caspase－3inhibitor　on　the　MHnduced
　growth　inhibition　of　LLC　cells。LLC　cells（5×103／well）
　were　seeded　to　each　well　in　the96－well　plate．After24－h
　preincubation，medium　was　replaced　with　fresh　medium
　in　the　absence　or　presence　of　a　various　concentrations　of
　a　caspase－3inhibitor（Z－DEVD－FMK）and　incubated　for
　30minute　prior　to　the　addition　of30μM　of　Ml．The
　cultures　were　incubated　for　further24h．Crystal　violet
　staining　was　performed　at　the　end　of　the　culture．Each
column　represents　the　mean±S．D．of3dishes．＊，ρ＜0．051
　＊＊，ヵ＜0．01as　compared　with　untreated　control　by　Stu－
　dent’s　two－tailedたtest．
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Fig．4Caspase－3activity　in　LLCcellstreated　withMI　for
　various　time　periods．LLC　cells（1×106／flask）were　seed－
　ed　into75cm2culture　flasks，and　incubated　with30μM
　Ml　for　various　time　periods．Caspase－3activity　was
　determined　by　spectrophotometrically　measuring　the
　chromophoreρ一nitroanilide（かNA〉after　cleavage　from
　the　labeled　substrate　DVED一ρNA　at405nm．Each　column
　represents　the　mean±S．D．of3dishes．＊＊＊，ρ＜0。001as
　compared　with　untreated　control　by　Student’s　two－tailed
　たtest．
caspase－3is　involved　in　the　process　of　M1－induced
apoptosis，weexaminedthecaspase－3activityinM1－
treated　LLC　cells　by　measuring　the　cleavage　of
caspase－3substrate．Fig．4shows　that　incubation　of
LLC　cells　with30μM　MI　for　various　times　markedly
enhanced　the　caspase－3activity．The　level　of　the
activity　peaked　at2h　of　treatment　with　Ml，and
thereafter　decreased　with　time．Thus，the　anti－
proliferative　activity　of　Ml　for　LLC　cells　may　be
related　to　the　induction　of　apoptosis　via　the　activation
of　caspase－3．
　　　Therefore，we　investigated　the　effect　of　the
tetrapeptide　protease　inhibitor　（Z－DEVD－FMK），
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　which　is　known　to　specifically　inhibit　caspase－3，　0n
the　growth of　LLC　cells．As　shown　in　Fig．5，pretreat－
m nt　of　LLC　cells　with　Z－DEVD－FMK　for30min
abrogatedtheMHnducedinhibitionoftumorgrowth
in　a　concentration－dependent　fashion．RT－PCR　analy－
sis　revealed　that　the　mRNA　for　caspase－3was　expres－
sed　in　LLC　cells，and　that　treatment　with30μM　Ml
Metabolite　of　ginseng　saponins　and　apoptosis 241
for30，600r90min　did　not　affect　the　mRNA　expres－
sioninLLCcells（data　notshown）．Thus，MHnduced
apoptosis　in　LLC　cells　is　due　to　the　inc：rease　of　caspase－
3activity，but　not　to　elevation　of　the　expression．
Discussion
　　　We　have　previously　reported　that　protopanax－
adio1－type　ginsenosides　and　their　major　metabolite
MI　markedly　inhibited　the　lung　metastasis　of　B16－
BL6melanoma　cells　when　they　were　administered
ρ．o．In　addition，protopanaxadio1－type　ginsenosides
were　not　found　in　serum　after　they　were　administered
orally，andonlyMl　wasdetectedinsemmandshowed
inhibitory　effects　on　the　proliferation，migration　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　invasion　of　tumor　cells　zn痂70．　These　findings
clearly　indicated　that　M1，a　major　metabolite
produced　from　orally　administered　ginsenosides，is
primarily　responsible　for　the　induction　of　the　i％∂i∂o
anti－metastatic　effect．In　the　present　study，we
demonstrated　that　administration　of　MI　significantly
inhibited　the　growth　of　a　solitary　tumor　after　intrapu1－
monary　implantation　of　LLC　cells，and　suppressed　the
metastasis　to　mediastinal　lymph　nodes（Fig．2）．How－
ever，the　details　of　how　the　active　metabolite　Ml
affects　the　growth　of　tumor　cells　are　not　yet　clear．
　　　Apoptosis，a　form　of　physiological　cell　death，has
been　defined　by　characteristic　morphological　changes
of　the　nucleus　and　cytoplasm，including　chromatin
condensation，cytoplasmic　blebbing，and　formation　of
membrane－enclosed　apoptotic　bodies　containing　frag一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ments　of　the　nucleus　and　the　cytoplasm．Treatment
of　LLC　cellswith　Ml　inhibitedtheproliferationofthe
cells　and　induced　apoptosis（DNA　fragmentation）and
a　swollen－shape　in　the　cells（Fig．3）．This　finding　is
highly　consistent　with　our　previous　reports　using　B16一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BL6melanoma　cells．　However，the　detailed　mecha－
nism　mderlying　the　apoptosis　induced　by　MI　is　not
yet　fully　understood．
　　　It　has　been　reported　that　various　molecules　such
as　growth　factors，intracellular　mediators　of　signal
transduction，and　nuclear　proteins　regulating　gene
expression　and　the　cell　cycle　are　involved　in　positively
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　or　negatively　regulating　　apoptotlc　signaling．
Recent　studies　have　suggested　that　a　sequential
proteolytic　activation　of　caspase－1ike　proteases　plays
a　major role　in　the　execution　of　apoptosis．The
caspase－1ike　proteases　are　subdivided　into　three
　　　　　　　のgroups 　： ase－1一，caspase－2－and　caspase－3－1ike
prot ase ．In　particular，activation　of　caspase－3　is
also　regulated　by　a　number　of　different　mechanisms
involved　in　the　process　of　apoptosis．As　shown　in　Fig．
4，the　caspase－3activity　in　LLC　cells　was　markedly
promoted　by　the　treatment　with30μM　M1．The　level
of　the　activity　peaked　at2h，and　thereafter　decreased
with　time．Pretreatment　of　LLC　cells　with40μM　Z－
DEVD－FMK（a　specific　inhibitor　ofcaspase－3）for30
min　almo t　completely　abrogated　the　Ml－induced
inhibition　of　 umor　cell　proliferation（Fig．5）．How－
ev r，MI　did　not　affect　the　expression　of　the　mRNA
for　caspase－3in　LLC　cells（data　not　shown）．These
results　indicate　that　the　anti－proliferative　activity　of
Ml　agains 　LLC　cells　is　due　to　the　induction　of
apoptosis　via　the　activation　of　caspase－3．
　　　Although　the　molecular　events　that　drive　the
a optotic ignaling　pathway　are　not　entirely　clear，
cell　cycle－relatedproteinssuch　ascyclinD1，c－Myc　or
cyclin－depe dent　kinase（CDK）inhibitors（p21wAFl／c夏Pl
and　p27K1P1）have　b en　reported　to　be　associated　with
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ク　　のcell　d vision　andproliferation．　　Forexample，p27KIPl
caused　cell　cycle　arrest　at　the　G1－S　phase　transition
by　associating　with　the　cyclin　D－CDK4complex　fo11－
owed　by potent　inhibition　of　the　phosphorylation　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ　　retinoblastoma（Rb）proteln．　Over－expression　of
p27KIPI　resulted　in　the　induction　of　Gl－S　arrest　and
　　　　　　の　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　apoptosls　 　cancer　cells．　Also，　p21wAF1！cIP1（＋）
mutant　cells　or　cells　in　which　the　expression　of
p21wAFl／cIPl　was　downregulated　were　shown　to　be
more　susceptible　to　apoptosis　in　response　to　PGA20r
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　おっ　　ionizing　irradiation　than　wild－type　cells．　　Thus，it
appears　that　CDK　inhibitors　such　as　p21wAFl／cIPland
p27KIPl are　somehow　functionally　linked　apoptotic
processes，although　there　have　been　some　contradic－
tory　reports．Our　previous　study　using　Westem　blot
analysis　showed　that　the　up－regulation　of　p27KIPl　and
down－regulation　of　c－Myc　and　cyclin　DI　by　MI　treat－
ment　 re　respon ble　for　the　induction　of　apoptosis　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のBl6－BL6melanoma　cells．　Therefore，M1－induced
apoptosis　in　LLC　cellsmaybecausedbytheup／down－
regulation　of　ce11－cycle－related　proteins　as　well　as
activation　of　apoptosis－related　enzymes．Several　in
∂ ケo studie 　have　reported　that　the　ginsenosides　Rh2
242 Joumal　of　Traditional　Medicines（Vo1．17No．62000）
and　Rs3，which　are　known　to　characteristically　exist
in　red　ginseng，inhibited　the　growth　of　human　breast
and　liver　cancers　by　the　induction　of　apoptosis　via　up－
regulation　of　p21wAF1！cIPl　and　down－regulationofcyclin
　　ヨ　　　　ヨ　　　　ラD3zn魏zo．　Our　previous　study　indicated　that　Ml
was　effective　at　inhibiting　the　growth　and　invasion　of
tumor　cellsぎn魏zo　although　ginsenosides　Rb1，Rb2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　Rc　did　not　affect　the　tumor　cell　growth　zn魏70．
Considering　the　importance　of　intestinal　bacterial
metabolites（including　M1）for　the　expression　of　the
in　∂i∂o　effects　of　orally　administered　ginseng
saponins，conversely，further　studies　will　be　needed　to
determine　whether　or　not　theガn∂i加efficacies　of
ginsenosides　Rh2and　Rs3are　reflected　by　♂n　加∂o
efficacy　after　their　oral　administration．
　　When　B16－BL6melanoma　cells　were　incubated
　　　　　　　　　のwith　dansyl　M1，the　fluorescent　signal　of　dansyl　Ml
was　detected　in　the　cytosol　and　nuclei　within　l5min
after　addition　of　the　M1，and　thereafter　was　observed
　　　　　　　　　　　　　　　　　predominantlyinthenucle1．　SinceMI　hasasteroid－
1ike　chemical　stmcture，it　may　interact　with　some
intracellular　receptors，including　a　steroid　receptor，
which　are　known　to　be　involved　in　the　rapid　regula一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　じ　ヨ　　　　tion　of　nuclear　proto－oncogene　transcnptlon．　　Sev－
eral　investigators　have　reported　that　ginsenosides
Rg1，Rhl　and　Rh2act　as　functional　ligands　of　the
91ucocorticoid　receptor　and　thereby　induce　the　differ－
entiation　of　F9teratocarcinoma　cells，growth　inhibi－
tion　of　hepatoma　cells　and　expression　of　mRNA　for
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　tyrosine　aminotransferase　in　hepatocytes　zn副70．
Therefore，the　regulatory　mechanisms　of　Ml　at　the
transcriptional　level　still　need　to　be　investigated　in
greater　detai1．
　　The　present　study　demonstrated　that　MI　was
effective　at　inhibiting　the　growth　of　LLC　at　the　im－
plantation　site　after　orthotopic　implantation，and
tended　to　suppress　lymph　node　metastasis．In　addition，
the　anti－proliferative　activityofMI　against　LLCcells
is　primarily　due　to　the　induction　of　apoptosis　with
accompanying　characteristic　morphological　changes，
via　promotion　of　caspase－3activity．
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和文抄録
　本研究では，薬用人参のプロトパナキサジオール・サ
ポニン成分の腸内細菌代謝物であるM1を経口投与する
ことにより，ルイス肺癌細胞（LLC細胞）の同所性移植
による肺移植局所での腫瘍の増殖及び縦隔リンパ節への
転移を有意に抑制した。1n∂伽oにおけるLLC細胞の増
殖に及ぼすM1の抑制効果を検討した結果，M1は濃度
依存的にLLC細胞の増殖を抑制し，30μMの濃度では
特徴的な形態変化を伴った抑制がみられた。LLC細胞を
Mlで処理した後2時間目をピークとしたカスパーゼー3
活性の著しい増加がみられ，引き続いて3－24時間にわた
り経時的に，DNAの断片化を指標とするアポトーシス
の誘導が観察された。LLC細胞に対するM1の増殖抑制
は，カスパーゼー3の特異的な阻害剤であるZ－DEVD－
FMKの前処置により完全に解除されたことから，M1に
よるアポトーシスの誘導過程にカスパーゼー3の活性が
作用している。以上，MlのLLC細胞に対する増殖抑制
機序の一つとして，カスパーゼー3活性の充進を介してア
ポトーシスを誘導し，その結果としてin∂i∂0の抗腫瘍
効果を引き起こすものと考えられる。　・
eferences
1）Sakakibara，K．，Shibata，Y．，Higashi，T．，Sanada，S．，Shoji，J．：
　Effect　of　ginsellg　sapollins　on　cholesterol　metabolism．L　The
　leevel　and　the　syllthesis　of　serum　and　liver　cholesterol　ill　rats
　treated　with　ginsenosides．Ch召規．Phα7耀．βz611．23，1009－1016，1975．
2）Shibat ，Y．，Nozaki，T．，Higashi，T．，Sanada，S．，Shoji，L．：Stimu－
　lation　of　serunl　protein　syllthesis　in　ginsenoside　treated　rat．
　Ch6規．Ph‘z7nz。Bκl／．24，2818824，1976．
3）Toda，S．，Kimura，M．，Ohnishl，M．二Induction　of　neutrophil　accu－
　mulation　by　red　ginseng．1．ahnoφh召朋．30，315318，1990．
4）Dept，F．，Ferrara，F．，Dugnani，S．，Falchi，M．，Santoro，G．，Fras－
　chini，F．：Immunomodulatory　effect　of　two　extracts　of1㌃n砿
　gins醜g　C．A．Meyer．ρ7z郷Eゆ。αin．1～6s．16，537－542，1990、
5）Wu，」．Y．，Gardner，B．H．，Murphy，C．1．，Seals，」．R．，Kensi1，C．R，
　Recchia，」．，Beltz，G．A．，Newman，G。W．，Newman，M．L．：
　Saponin　adjuvant　enhancement　of　antigen－specific　immune
　responses　to　an　experimental　HIV－1vaccine．1．1n槻z〃20／．148，
　1519－1525，1992．
6）Sato，K．，Mochizuki，M．，Saiki，L，Yoo，Y．C．，Samukawa，K．，
　Azuma，L：Inhibition　of　tumor　angiogenesis　and　metastasis　by　a
　saponin　of　R魏ακg初s6ng，ginsenoside－Rb2．Bガol．Phα7別．β泥／l．17，
　635－639，1994．
、
『7天一　
Metabolite　of　ginseng　saponins　and　apoptosis 243
7）Mochizuki，M．Yoo，Y．C．，Matsuzawa，K．，Sato，K．，Saiki，1．，
　　　Tono－oka，S．，Samukawa，K．，Azuma，1．：Inhibitory　effect　of
　　　tumor　metastasis　in　mice　by　saponins，ginsenoside－Rb2，20（R）一
　　　and20（S）一ginsenoside－Rg3，0f1～6ゴgi郷6ηg．Blol．Ph召γ窺．Bκ1乙
　　　18，1197－1202，1995．
8）Shinkai，K．，Akedo，H．，Mukai，M．，Imamura，F．，Isoai，A．，
　　　Kobayashi，M．，Kitagawa，1．＝Inhibition　of　in吻o　tumor　cell
　　　Invasion　by　ginsenoside　Rg3．ノヵη．1．α卿667ノ～6s．87，357－362，1996．
9）Odashima，S．，Ohta，T．，Kohno，H．，Matsuda，T．，Kitagawa，1．，
　　　Abe，H．，Arichi，S．：Control　of　phenotypic　expression　of　cultured
　　　B16melanoma　ce11s　by　plant　glycosides．Cαn667ノ～6s．45，2781－
　　　2784，1985．
10）Ota，T．，Fujikawa－yamamoto，K．，Zong，Z．P．，Yamazaki，M．，
　　　Odashima，S．，Kitagawa，1．，Abe，H．，Arichi，S．：Plant－glycoside
　　　modulation　of　cell　surface　related　to　control　of　differentiation　in
　　　cultured　B16melanoma　cells．Cαn6671～6s．47，3863－3867，1987，
11）Hasegawa，H．，Sung，J．，Matsumiya，S．，Uchiyama，M．l　Main
　　　ginseng　saponin　metabolites　formed　by　intestinal　bacteria。PZ朋如
　　　〃60～．62，453－457，1996、
12）Karikura，M．，Miyase，T．，Tanizawa，H．，Taniyama，T，，Takino，
　　　Y．：Studies6n　absorption，excretion　and　metabolism　of　ginseng
　　　saponins．Comparison　of　the　decomposition　modes　ofginsenoside－
　　　Rbl　and　Rb2in　the　digestive　tract　of　rats．Ch6〃¢．Ph召7窺．Bκll．39，
　　　2357－2361，1991．
13）Kanaoka，M．，Akao，T．，Kobashi，K．：Metabolism　of　ginseng
　　　saponin，ginsenosides，by　human　intesinal　flora．1．丁勉4．〃16‘1。11，
　　　241－245，1994．
14）Wakabayashi，C．，Hasegawa，H．，Murata，」．，Saiki，1．＝1n魏70
　　　antimetastatic　action　of　ginseng　protopanaxadiol　saponins　is
　　　based　on　their　intestinal　bacterial　metabolites　after　oral　adminis－
　　　tration．0η601．1～6s．9，411－417，1997．
15）Wakabayashi，C．，Hasegawa，H．，Murata，J．，Saiki，1．：The
　　　expression　of　in　∂初o　anti－metastatic　effect　of　Ginseng
　　　protopanaxatriol　saponins　is　mediated　by　their　intestinal　bacte－
　　　rial　metabolites　after　oral　administration．∫．丁紹4．〃64．14，180－
　　　185，1997．
16）Wakabayashi，C。，Murakami，K。，Hasegawa，H．，Murata，J．，
　　　Saiki，L：An　intestinal　bacterial　metabolite　of　ginseng
　　　protopallaxadiol　saponins　has　the　ability　to　induce　apoptosis　in
　　　tumor　cells．Bめ6h6規．βi砂hys．R6s．Co規7nκn．246，725－730，1998．
17）Doki，Y．，Murakami，K．，Yamaura，T．，Saiki，1．：Mediastinal
　　　Iymph　node　metastasis　model　by　orthotopic　intrapulmonary　im－
　　　plalltation　of　Lewis　lung　carcinoma　cells　in　mice．β飢1．Cαn66飢
　　　79，1121－1126，1999．
18）Hasegawa，H。，Matsumiya，S．，Uchiyama，M．，Kurokawa，T．，
　　　Inoue，Y．，Kasai，R．，Ishibashi，S．，Yamasaki，K．：Inhibitory　effect
　　　of　some　triterpenoid　sapollins　on　glucose　transport　in　tumor　cells
　　　alld　its　apPlication　to　in∂π70cytotoxic　and　antiviral　activities。
　　　Plごzn！α　ノレ16ゴ．60，240－243，1994．
19）Jaeschke，H．，Fisher，M．A．，Lawson，」．A．，Simmons，C．A．，
　　　Farhood，A．，Jones，D．A．：Activation　ofcaspase－3（CPP32）一1ike
　　　proteases　is　essential　for　TNPα一induced　hepatlc　parenchymal
　　　ceH　apoptosis　and　neutrophi1－mediated　necrosis　in　a　murine
　　　endotoxin　shock　nlodel．1．1規7nz〃201．160，3480－3486，1998．
20）Cohen，G．M．：Caspases：the　executioners　of　apoptosis．捌06h67n．
　　　1．326，H6，1997．
21）Nicholson，D．W．，Ali，A．，Thomberry，N．A．，Vaillancourt，」．P．，
　　　Ding，C．K．，Gallant，M．，Gareau，Y．，Griffin，R．P．，Labelle，M．，
　　　Lazebnik，Y．A．：Identification　and　inhibition　of　ICE／CED－3
　　　protease　necessary　for　mammalian　apoptosis．N観雄6376，37－43，
　　　1995．
22）Wyllie，A．H．，Kerr，」．F．，Currie，A．R．，Cell　death：the　signifi－
　　　cance　of　apopt sis．1n！．」配6z2．（2ソ’oJ．68，251－305，1980．
23〉Vaux，D．L．：Toward　an　mderstanding　of　the　molecular　mecha・
　　　nisms　of　physiological　cell　death．P706．〈履1．A6α4．S6i．U＆490，
　　　786－789，1993．
24）Ellis，R．E． Yuan，」．Y．，Horvitz，H．R．：Mechanisms　and　func－
　　　tions　of　cell　death．ノ1n箆．R6zノ．C611」BづoJ．7，663－698，1991．
　　　Carson D．A．，Ribeiro，J．M．：Apoptosis　and　disease．加η66！341，
　　　1251－1254，1993．
26）Alnemri，E．S．，Livingston，D．J．，Nicholson，D．W．，Salvesen，G．，
　　　Thomberry，N．A．，Wong，W．W。，Yuan，」．二Human　ICE／CED－3
　　　protease　nomenclature．C611．87，171，1996．
27）V n　den　Bos，C．，Silverstetter，S．，Murpfy，M．，Comolly，T．：p21
　　　　（cip1〉re cues　human　mesenchymal　stem　ceIls　from　apoptosis
　　 induced　by　low－density　culture．C611．丁才ss％ノ～6s．293，463－470，
　　　1998．
28）Fukumoto，S，，Nishizawa，Y．，Hosoi，M．，Koyama，H．，Yamak－
　　　awa，K．，Ohno，S．，Morii，H．：Protein　kinase　C　delta　inhibits　the
　　　proliferation　of　vascular　smooth　muscle　cells　by　suppressing　Gl
　　　cyclin　expression．∫Biol．Ch6ηz．272，13816－13822，1997．
29）Rogat ky，1．，Trowbridge，J．M．，Garabedian，M．J．：Glucocor－
　　　ticoid　receptor－mediated　cell　cycle　arrest　is　achieved　through
　　　distinct　ceH－specific　transcriptional　regulatory　mechanisms。
　　　〃ol．C611β101．17，3181－3193，1997．
30）Vlach，J．，Hemecke，S．，Alevizopoulos，K．，Conti，D．，Amati，B．．
　　　Growth　arrest　by　the　cyclin－dependent　kinase　inhibitor　p27KiPI　is
　　　abrogated　by　c－Myc．E〃BO1．15，6595－6604，1996。
31）Polyak，K．，Lee，M．H．，Erdlument－Bromage，H．，Koff，A．，Rober－
　　　ts，J．M．，Tempst，P．，Mas ague，J．：Cloning　of　p27KIP1，’a　cyclin－
　　　dependent　kin se　inhibitor　and　a　potential　mediator　of　extracel－
　　　1ular　antimitogenic　signals．C61178，59－66，1994．
32）Kat yose，Y ，Kim，M．，Rakkar，A．N．，Li，Z．，Cowan，K．H。，Seth，
　　　P．：Pr moting　apoptosis＝a　novel　activity　associated　with　the
　　　cyclin－depe dent　kinase　inhibitor　p27。C‘z％667五～6s．57，5441－5445，
　　　1997
33）Gorspe，M。，Holbrook，N．」，：Role　of　p21in　prostaglandin　A2－
　　　mediated　cellular　arrest　and　death．Cαn6671～6s．56，475－479，1996．
34）Gorospe，M．，Wang，X．，Guyton，K．Z．，Holbrook，N．J』Protective
　　role　of　 21（Waf1／Cip1）against　prostaglandin　A2－mediated
　　　apoptosis　of　human　colorectal　carcinoma　cells．〃ol．C611Biol．16，
　　　6654－6660，1996．
35）Kim，S．E。，Lee，Y．H．，Park，J．H．，Lee，S．K：Ginsenoside－Rs3，a
　　 new　dio －typ　ginseng　saponin，selectively　elavates　protein　levels
　　　of　p53and　p21wAFI　leading　to　induction　of　apoptosis　in　SK－HEP－
　　　1　cells．ノ4フ¢オi60！nαヲ7　∫～6s．19，487－491，1999．
36）Oh，M．，Choi，Y．H．，Choi，S．，Chung，H．，Kim，K．，Kim，S．1．，Kim，
　　　D．K．，Kim，N．D．：Anti－proliferating　effects　ofginsenoside　Rh20n
　 　MCF－7human　breast　cancer　cells．傭．1．0η601．14，869－875，1999．
37）Park，J．A．，Kim，K．W．，Kim，S．1．，Lee，S．K．二Caspase3specifi－
　　　ca11y　cleaves　p21wAF1！c【PI　in　the　earlier　stage　of　apoptosis　in　SK－
　　　HEP－1human　hepatoma　cells．E雛ノ．研06h6解．257，242－248，1998．
38）Park，J．A．，Lee，K。Y．，Oh，Y．J．，Kim，K．W．，Lee，S．K．
　　　Activat on　of　caspase－3protease　via　a　Bc1－2－insensitive　path－
　　　way　during　the　process　of　ginsenoside　Rh2－induced　apoptosis．
　　 Cごzn667　L6！！．121，73－81，！997．
39）Lee，K．Y．，Park，」．A．，Chung，E．，Lee，Y．H．，Kim，S．L，Lee，S．K．：
　　　Ginsenoside－Rh2blocks　the　cell　cycle　of　SK－HEP－1cells　at　the
　　　G1／S　boundary　by　selectively　inducing　the　protein　expression　of
　　　p27kiP1．C‘zn667Z，6！！．110，193－200，1996。
40）Hasegawa，H．，Suzuki，R．，Wakabayashi。C。，Murata，」、，Tezuka，
　　　Y．，Saiki，1．，Kadota，S．：SynthesisofabiologicaHyactivefluores一
25）－
244 Joumal　of　Traditional　Medicines（Vo1．17No．62000）
　　　cent　derivative　of　GM1，a　main　Ginseng　saponin　metabolite
　　　formed　by　intestinal　bacteria．βiol．」Ph召7窺．β％ll．21，513－516，1998。
41〉Story，M．，Kodym，R．：Signal　transduction　during　apoptosis；
　　　implications　for　cancer　therapy．Fγon！．βガos6ず。3，365－375，1998．
42）Kang，S．Y．，Lee，K．Y．，Lee，S．K．＝GinsenQside－Rgl　regulates　the
　　　induction　of　tyrosine　aminotransferase　gene　transcription　in　rat
　　　hepatocyte　cultures．Bげ06h6規．βio1）h＝ys．ム～6s．Co砂zηzz〃z。205，1696－
　　　1701，1994．
43）Lee，Y．N．，Lee，H。Y．，Chung，H．Y．，Kim，S．L，Lee，S．K．，Park，
　　　B．C．，Kim，K．W．：1n魏70induction　of　differentiation　by　gin－
　　 senosides　in　F9teratocarcinoma　cells．E蹴1．C朋66732，1420－
　　　1428，1996．
44）Lee，Y．」．，Chung，E．，Lee，K．Y．，Huh，B．，Lee，S．K．：Ginsenoside－
　　　Rg1，0ne　of　the major　active　molecules　from1勉％砿g初s6箆g，is　a
　　　functional　ligand　of　glucocorticoid　receptor．〃ol．C611E』n4．133，
　　　135－140，1997．
